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并探讨了其诱导 ALF 的发病机制，为 ALF 动物模型的合理应用提供参考，同时
为 ALF 的临床治疗提供干预依据。 
方法：本研究选用 MLKL+/+及 MLKL-/-两种基因型，6-8 周雄性 C57/B6 小鼠。首
先按照两种基因型将小鼠分成两组，分别用 AOM、CCl4 以及 ConA 三种药物构
建 ALF 模型，观察小鼠一般情况及生存率，判断该模型是否依赖于混合系激酶
结构域样（Mixed Lineage Kinase Domain-like，MLKL）基因。再将两种基因型
小鼠分成半胱天冬酶（cysteine containing aspartate specific protease，Caspase）家
族抑制剂（Z-VAD-FMK，ZVAD）组，Caspase1 抑制剂（Ac-YVAD-CMK，CMK）
组以及二甲基亚砜（dimethylsulfoxide，DMSO）组，在注射 AOM、CCl4 以及




blotting）等实验方法检测相关指标，判断 AOM、CCl4 以及 ConA 诱导的 ALF
模型分别是通过细胞凋亡、细胞坏死以及细胞焦亡中的哪条途径对肝细胞造成损
伤的。 
结果：通过小鼠一般状况的观察及生存曲线的统计显示：在 AOM 诱导的 ALF













 模型中，MLKL+/+组小鼠的生存率低于 MLKL-/- 组；在 ConA 诱导的 ALF 模型
中，MLKL+/+及 MLKL-/- 两组小鼠生存率无差别。生化指标 ALT、AST 以及 CHE
的统计数据显示：在 AOM 诱导的 ALF 模型中，Caspase 家族抑制剂 ZVAD 能够
起保护肝脏作用，而 Caspase1 抑制剂 CMK 则不起保护肝脏作用；在 CCl4诱导
的 ALF 模型中，全 Caspase 家族抑制剂 ZVAD 及 Caspase1 抑制剂 CMK 均不起
保护肝脏作用；在 ConA 诱导的 ALF 模型中，全 Caspase 家族抑制剂 ZVAD 及
Caspase1 抑制剂 CMK 均能起保护肝脏作用。病理切片显示：在 AOM 诱导的 ALF
模型中，可见胞浆嗜酸性变及凋亡小体，肝细胞脂肪样变，伴淋巴细胞浸润；在
CCl4 诱导的 ALF 模型中，可见点状及灶状坏死灶，淋巴细胞及吞噬细胞浸润，
肝细胞肿胀，发生脂肪变性；在 ConA 诱导的 ALF 模型中，可见点状坏死灶，
同时可见嗜酸性变及伴有大量淋巴细胞浸润的炎症反应。Western blotting 显示：
AOM 诱导的 ALF 模型中，Caspase8 被激活而 Caspase1 未表达；CCl4诱导的 ALF
模型可激活 MLKL 磷酸化（MLKL-P）；ConA 诱导的 ALF 模型可激活 Caspase1，
而 Caspase8 未表达。 
结论：AOM 诱导的 ALF 不依赖于 MLKL 基因，且通过细胞凋亡途径造成肝细
胞损伤；MLKL 基因加重 CCl4 诱导的 ALF 模型中肝细胞的损伤，且 CCl4 诱导

















Background and Aims: Acute liver failure (ALF) is a serious disease which can be 
life-threatening. It causes severe function disorders or decompensation in hepatic 
synthesis, excretion, detoxification, and biological conversion. ALF is a clinical 
syndrome in which coagulation disorders, jaundice, and hepatic encephalopathy are 
the main manifest. ALF has a very high mortality rate, so that the treatment of severe 
acute liver failure is one of the most challenging problems in clinical medicine. In 
order to treat ALF effectively, the preparation of animal model is the first step to solve 
this problem. The animal model needs to have similar clinical manifestations with 
ALF and can be repeated. So it is particularly significant to clearly aware of the 
mechanism of various animal models of acute liver failure. Our research aims at 
explore the mechanism of ALF models through three commonly used drugs including 
azoxymethane(AOM), tetrachloromethane(CCl4), and concanavalin-A(ConA), and 
distinguishes the difference of pathogenesis among these three ALF animal models. 
Our study may provide a reference for the rational application of ALF animal model, 
and provide a valuable basis for the clinical treatment of ALF at the same time. 
Methods: In this study we used C57/B6 male mice in the age of 6-8 weeks with 
genotype of MLKL + / + or MLKL - / -. Firstly, according to the two genotypes, mice 
were divided into two groups, building models of ALF with AOM, CCl4 and ConA 
respectively. General condition and survival of mice were observed, and then based 
on the statistical data to determine whether the ALF model was MLKL-dependent. 
Secondly, each kind of genotype mice were divided into Caspase family inhibitor 
(Z-VAD-FMK，ZVAD) group, Caspase1 inhibitor (Ac-YVAD-CMK，CMK) group 
and dimethylsulfoxide (DMSO) group. ZVAD, CMK and DMSO were injected 
intraperitoneally one hour before injecting AOM, CCl4, and ConA respectively. After 
ALF model was completed, measuring serum biochemical indexes such as Alanine 
aminotransferase (ALT), Aspartate aminotransferase (AST), cholinesterase (CHE), 
performing immunohistochemistry and western blotting as well as other related 
indicators to determine AOM, CCl4, and ConA induced ALF models through which 
pathway to cause hepatocellular injury, meaning apoptosis, necrosis, or pyroptosis. 













 statistics data, we found that, in AOM-induced ALF model, MLKL genotype had no 
effect on the general situation and survival rate of mice; however in CCl4-induced 
ALF model, the survival rate in MLKL + / + mice group was lower than MLKL - / - mice 
group; in ConA-induced ALF model, MLKL + / + mice group and MLKL - / - mice 
group had no difference in survival rate. Biochemical indicators of ALT, AST and 
CHE showed that, in AOM-induced ALF model, Caspase inhibitor ZVAD could play 
a protective role in the liver, but Caspase1 inhibitor CMK could not protect the liver; 
in CCl4-induced ALF model, both Caspase inhibitor ZVAD and Caspase1 inhibitor 
CMK could not protect the liver; in ConA-induced ALF model, both Caspase 
inhibitor ZVAD and Caspase1 inhibitor CMK could provide the protecting role to the 
liver. The pathological sections showed that, in AOM-induced ALF model, the 
cytoplasm was acidophilic, apoptotic bodies appeared, with the occurrence of fatty 
degeneration and lymphocyte infiltration; in CCl4-induced ALF model, spotty 
necrosis and focal necrosis appeared, accompanied by the infiltration of lymphocytes 
and macrophages, liver cell swelling and fatty degeneration; in ConA-induced ALF 
model, showing spotty necrosis and acidophilic degeneration, accompanied by plenty 
of lymphocyte infiltration in inflammatory response. The western blotting showed, in 
AOM-induced ALF model, Caspase 8 but not Caspase 1 was activated; the 
CCl4-induced ALF model could activate MLKL phosphorylation (MLKL-P); in 
ConA-induced ALF model, Caspase 1 but not Caspase 8 was activated.    
Conclusion: AOM-induced ALF model dose not depend on MLKL gene, it causes the 
damage to hepatic cell by apoptosis pathway; MLKL gene can aggravate liver injury 
in CCl4-induced ALF model, and the CCl4-induced ALF model causes the damage to 
hepatic cell by necrosis pathway; ConA-induced ALF dose not depend on MLKL 
gene and it causes hepatic cell damage by pyroptosis pathway. 
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第 1 章  前 言 
1 
第 1 章  前 言 
1.1 急性肝衰竭的流行病学及发生机制 
Trey 和 Davidson 于 1970 年提出急性肝衰竭这一概念，并将其定义为既往无




病因如下：（1）嗜肝病毒感染。包括甲型肝炎病毒（Hepatitis A virus，HAV）、 乙
型肝炎病毒（Hepatitis B virus ，HBV）、丙型肝炎病毒（Hepatitis C virus， HCV）、
丁型肝炎病毒（Hepatitis D virus， HDV）、戊型肝炎病毒（Hepatitis E virus， 
HEV）。（2）非嗜肝病毒感染（少见）。巨细胞病毒（cytomegalovirus，CMV）、
EB 病毒（EB virus，EBV）、疱疹病毒（herpes virus，HSV）、6 型人类疱疹病毒









在美国，每年有 2000-2800 人发生 ALF。据统计，ALF 占全美疾病总体死亡
人数的 0.1%（约 3.5/百万），占肝病相关死亡人数的 6%。此外，ALF 占肝移植
病因的 5%-6%[2, 3]。 
20 世纪 60 年代美国一项研究表明，2/3 的肝衰竭是由病毒性肝炎引起，其
中药物性肝损伤占 23%，位居第二[4]。20 世纪 70-80 年代，HBV 成为最主要病















20 世纪 80 年代，有研究报导了与对乙酰氨基酚相关的 ALF。1983-1952 年期间，
匹兹堡大学的相关研究表明，在当时，由于对乙酰氨基酚的毒性作用所导致的
ALF 占所有肝衰竭病例的 19%。而 HBV 引起的 ALF 的发病率已下降至 18%，
病因未明的病例占 44%[6]。美国 ALF 研究组对 1994-1996 年 ALF 的病因进行了
回顾性分析，研究显示，对乙酰氨基酚相关性 ALF 占 20%，而由病毒性肝炎引
起的 ALF 所占比例进一步下降至 17%[7]。美国 ALF 研究组对 1998-2001 年间收
集的 308 例患者的前瞻性研究显示，因药物引发的 ALF 超过 50%。在此次研究
中，病毒性肝炎仅占了 ALF 病例的 12%，还有 17%的患者病因不详[8]。 
在美国，大部分 ALF 的患者为女性（约占 67%-73%）和白种人（约 74%），
而此比例会因病因不同而变化。与白种人相比，亚洲人更容易罹患因病毒性肝炎




在 20 世纪 70 年代，ALF 的存活率不足 20%，随着肝移植技术和重症监护
的发展，大大改善了 ALF 的存活率，到目前为止这一比率已达 70%，扑热息痛、
休克和甲型肝炎导致的 ALF 预后较好，此类 ALF 的自发存活率可达 58%-64%，
而自身免疫性疾病、药物和不确定因素所致的 ALF 的自发存活率却不足 30%[9]。
































本储存的 ATP 也被完全耗竭时，细胞损伤导致的细胞凋亡将会促进细胞坏死[11, 
14]。同时，显著地氧化应激也可能会抑制凋亡前的级联反应[11, 13]，从而可会






1.2 MLKL 基因 
1.2.1 MLKL 蛋白概述 
王晓东实验室在 2012 年首次发现了受体相互作用蛋白激酶-3（receptor 
interacting protein kinase 3, RIP3）的特异性底物蛋白 MLKL[15]。他们发现在 RIP3
介导的细胞坏死信号通路中，MLKL 扮演着 RIP3 激酶其中一个底物的角色。
MLKL 是拥有激酶结构域但无激酶功能的假激酶，其激酶结构域的 375 位苏氨酸
及 358 位丝氨酸（人源）在细胞程序性坏死启动后被 RIP3 磷酸化。MLKL 磷酸
化是细胞程序性坏死通路中不可或缺的步骤。MLKL 是 RIP1 /RIP3 结合复合体
核心物质之一。混合系激酶区域样（MLKL） 蛋白为一种激酶样蛋白，其 N 端
为 4 个螺旋束结构域，C 端由 2 个螺旋链连接成激酶样区域。根据不同的剪切
方式形成两种剪切异构体。两种 MLKL 同位异构体具有相同的 C-端及 N-端，但
MLKL 剪切异构体 1 编码的是由 471 个氨基酸组成的长同位异构体，由于缺少





















其中由 RIP3 和 MLKL 调控的程序性细胞坏死是目前研究的最为清晰的坏死途
径。2009 年，韩家淮实验室与其他两个实验室共同发现，RIP3 的激酶活性是肿
瘤坏死因子α（Tumor Necrosis Factor，TNF-α）诱导的细胞坏死过程中不可或
缺的。当 RIP3 存在，并且 Caspase8 活性被抑制时，RIP1、RIP3 相互结合形成
一个信号复合体，被称作“necrosome”的坏死小体。Necrosome 可以介导 RIP1
和 RIP3 激酶活性依赖的细胞坏死。RIP1 和 RIP3 在坏死小体中被激活，进而激
活下游 MLKL 等分子[20-22]。 
MLKL 作为 RIP3 的特异性底物，也是程序性细胞坏死的执行者。MLKL N-
端为功能结构域，鼠源 MLKL（mMLKL）含有 4 个α-螺旋，人源 MLKL（hMLKL）
含有 5 个α-螺旋，由 4 个螺旋形成的螺旋束是鼠源 MLKL 和人源 MLKL 的共同
特点，MLKL C-末端为激酶样结构域, 两者通过 2 个α-螺旋连接域相连[23]。尚
未被激活的 MLKL 以单体的形式存在于细胞质中。RIP3 自磷酸化激活后通过激
酶结构域与 MLKL 激酶样结构域相结合, 同时在激酶样结构域 Thr357/Ser358 位
点磷酸化 hMLKL 或在 Ser345/347/352 和 Thr349 位点磷酸化 mMLKL[24]，进而
推动细胞坏死程序的执行。MLKL 单体磷酸化之后发生寡聚，其 N-末端螺旋束
可以结合线粒体特异性的心磷脂（cardiolipin，CL）[25]和磷脂酰肌醇磷脂
（Phospholipid phosphatidylinositol，PIPs）[25, 26]，进而从细胞质转位到富含 CL
或 PIPs 的质膜上。化学抑制剂 NSA（necrosulfonamide）可与 hMLKL 的螺旋束
互相结合, 扰乱 MLKL 的 N-末端功能，从而阻断 MLKL 向质膜的转移[25, 27]。
CL 主要分布于线粒体内膜, 坏死发生时可与 MLKL 结合。同样, 抑制 PIPs 的合
成会减少 MLKL 诱导的坏死的发生[26]。不同 PIPs 可将 MLKL 定位到不同细胞
组分。由于 PI（4）P 及 PI（4,5）P2 广泛存在于质膜表面，因此坏死途径激活
后，质膜完整性将会丢失。分布于不同细胞器的其他 PIPs 也可能会募集寡聚
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